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 The aim of this study to determine the effect of the ratio of the length of 
time prefreezing to word motility, percentage of live and abnormal spermatozoa in 
Java cattle. The material used in this study is of frozen semen of 0.25 ml volume. 
As source of material is cement from 6 male Java cattle. This study used RAL 
with four treatments (T0 control; T1 prefreezing 5 minutes; T2 prefreezing 9 
minutes and T3 prefreezing 13 minutes) with six replications. Parameters 
observed were motility, percentage of live and abnormalities. The results study 
showed that the difference in the length of time prefreezing were not significant 
(P> 0.05) on sperm motility and percentage of live Java cattle, but significantly (P 
<0.01) to the percentage of abnormalities. It was concluded that the length time 
prefreezing no effect on semen quality. 
 





Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh perbandingan lama 
waktu prefreezing terhadap motilitas, persentase hidup dan abnormalitas 
spermatozoa pada sapi Jawa. Materi yang digunakan dalam penelitian yaitu semen 
beku yang berukuran 0,25 ml. Sebagai sumber materi adalah semen  yang berasal 
dari 6 ekor pejantan sapi Jawa. Penelitian ini menggunakan RAL dengan empat 
perlakuan (T0 tidak dilakukan prefreezing; T1 prefreezing 5 menit; T2 prefreezing 
9 menit dan T3 prefreezing 13 menit) dengan enam kali ulangan. Parameter yang 
diamati motilitas, persentase hidup dan abnormalitas. Hasil penelitian menunjukan 
bahwa perbedaan lama waktu prefreezing tidak berpengaruh nyata (P>0,05) 
terhadap motilitas dan persentase hidup spermatozoa sapi Jawa, tetapi 
berpengaruh nyata (P<0,01) terhadap persentase abnormalitas. Disimpulkan 
bahwa lama waktu prefreezing tidak berpengaruh pada kualitas semen. 
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PENDAHULUAN 
 
 Proses prefreezing adalah proses setelah semen diisikan kedalam straw 
yang dilakukan dengan cara diletakan di canister dan digantungkan dalam uap 
nitrogen cair selama beberapa menit (Partodihardjo, 1992). Lama waktu 
prefreezing menurut beberapa sumber adalah beragam. Straw yang telah diisi 
semen dilekatakan dipermukaan nitrogen cair ±4 cm dengan suhu berkisar antar -
110⁰C s/d -120⁰C selama 9 menit (Standar Operasional Pelayanan BIB Ungaran, 
2011). Amin et al. w3(1998) dalam penelitianya menerapkan lama waktu 
prefreezing adalah 10 menit 8 cm diatas permukaan nitrogen cair (suhu sekitar -
1300C). Salamon (1971) menyatakan bahwa ketika semen (0,03 ml)  yang 
diuapkan (prefreezing) selama beberapa menit sebelum direndam nitrogen cair, 
akan mempertahankan persentase motilitas spermatozoa setelah diperiksa post 
thawing motility (PTM).   
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh perbandingan lama 
waktu prefreezing terhadap motilitas, daya hidup dan abnormalitas spermatozoa 
pada sapi Jawa. Manfaat yang diperoleh dari penelitian ini adalah dapat 
memberikan informasi mengenai lama waktu prefreezing yang tepat dalam proses 
prefreezing semen beku yang berpengaruh terhadap motilitas, daya hidup dan 
abnormalitas spermatozoa yang lebih tinggi untuk pelaksanaan inseminasi buatan 
pada sapi Jawa. 
 
MATERI DAN METODE 
  
Bahan dan alat percobaan 
 
Materi yang digunakan adalah semen yang berasal dari 6 ekor pejantan 
sapi Jawa yang berumur 2-3 tahun. Bahanya meliputi aquabides, aquades, eter, 
pengencer, larutan eosin 2% dan 0,2%, alkohol, pH indikator, NaCl fisiologis 
0,9%, nitrogen cair, dan spirtus. Peralatan meliputi vagina buatan (VB) termos air 
panas, tabung berskala, spuit 20 ml dan 10 ml, pipet, kompor listrik, gelas ukur 
200 ml, alumunium foil, kertas saring, lemari es, straw, cateter, pinset, bantal 
listrik, hemocytometer, storage container, thermometer, rak kayu, object glass, 




Semen sapi Jawa ditampung dengan menggunakan vagina buatan. Setelah 
semen ditampung, semen segara dievaluasi yaitu secara makroskopis (volume, 
warna, bau, konsistensi dan pH) dan mikroskopis (gerakan massa, motilitas, 
konsentrasi, % hidup mati, %abnormalitas) pada masing-masing individu.  Semen 
selanjutnya diencerkan dengan menggunakan susu skim, antibiotik, kuning telur, 
glukosa, gliserin dan aquabides. Semen kemudian diisikan dalam straw 0,25 ml. 
Straw yang berisi semen kemudian diuapkan ± 4 cm diatas nitrogen cair 
(prefreezing) pada suhu 1100C. Lama waktu proses prefreezing yang dicobakan 
adalah sebagai berikut : 
1. T0 = straw tanpa prefreezing  
2. T1 = straw dengan lama prefreezing 5 menit 
3. T2 = straw dengan lama prefreezing 9 menit  
4. T3 = straw dengan lama prefreezing 13 menit 
 
Straw yang sudah melalui proses prefreezing kemudian dibekukan dalam 
nitrogen cair dengan suhu -1960C. Semen beku kemudian dicairkan kembali 
(thawing) dengan cara memasukan straw kedalam air hangat bersuhu 370C selama 
30 detik untuk diperiksa motilitas, persentase hidup dan abnormalitas spermatozoa 
sapi Jawa. 
 
Parameter yang diamati 
 
Parameter kualitas semen sapi Jawa yang diamati adalah motilitas, 
persentase hidup dan abnormalitas masing-masing setelah semen dibekukan.  
Pengamatan motilitas dilihat dengan mikroskop perbesaran 20 kali 
(20x20). Perhitungan dilakukan secara subjektif disemua lapangan pandang. 
Metode pemereriksaan persentase hidup dilakukan dengan metode pewarnaan 
eosin-negrosin 2% dan diamati dengan menggunkan mikroskop. Spermatozoa 
yang mati warna kepalanya akan lebih merah dibandingkan dengan sperma hidup. 
Prosedur pengujian persentase  abnormalitas dengan menggunakan preparat. 
Dilakukan dengan cara mengamati keabnormalitasan (primer dan sekunder) 




Penelitian ini menggunakan metode analisis Rancangan Acak Lengkap 
(RAL), dengan  4 perlakuan perbedaan lama waktu dan 6 kali ulangan. Apabila 
terdapat perbedaan ragam taraf signifikan 1% dan 5% dilakukan uji Beda Nyata 
Terkecil. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Pengaruh perlakuan terhadap motilitas spermatozoa sapi Jawa 
 
Hasil penelitian menunjukan bahwa persentase motilitas menunjukan tidak 
berbeda nyata (P>0,05) terhadap keempat perlakuan lama waktu prefreezing 
(Tabel 2). Hal ini menunjukan, bahwa keempat faktor tersebut tidak 
mempengaruhi motilitas yang diamati. Straw yang diprefreezing selama 9 dan 13 
menit cenderung memiliiki rata-rata motilitas yang lebih tinggi pada keempat 
perlakuan straw yaitu : T0 : 1,7%; T1 : 5,0%; T2 dan T3:7,5%. Visser dan 
Salamon (1971) menyatakan bahwa ketika semen (0,03 ml)  yang diuapkan dalam 
nitrogen cair (prefreezing) selama waktu yang sesuai sebelum direndam nitrogen 
cair, akan mempertahankan persentase motilitas spermatozoa setelah diperiksa 
post thawing motility (PTM).   
Sifat semen beku yang sangat labil mengakibatkan kondisi membran  
menjadi memiliki kerentanan yang cukup tinggi (Kaiin et al., 2004). Selain itu 
juga diduga karena pengaruh cold shock ketika proses pembekuan. Proses 
pembekuan semen akan mengakibatkan kerusakan mencapai 30% dari jumlah 
spermatozoa segar (Goldman et al., 1991). Cold shock berpengaruh terhadap 
komposisi membran plasma spermatozoa, pada temperatur rendah terjadi 
perubahan struktur phospholipid membran plasma dari fase cair menjadi fase gel, 
dapat mengakibatkan kerusakan membran plasma secara permanen. Kerusakan 
membran plasma mengakibatkan terlepasnya enzim aspartat-aminotransferase 
(AspAT) kedalam plasma semen, sehingga produsi ATP akan terhenti dan 
menyebabkan sperma tidak bergerak (Colenbrander et al. 1992).  Motilitas sperma 
sangat dipengaruhi oleh ketersediaan suplai energi dalam sperma yang dihasilkan 
dalam metabolisme berupa ATP. Metabolisme dapat berlangsung dengan baik 
apabila membran sperma dalam keadaan utuh (Hafez dan Hafez, 2000).  
 
Tabel 2. Rata-rata persentase motilitas, hidup dan abnormalitas spermatozoa sapi  
            Jawa 
  
Parameter Perlakuan 
T0 T1 T2 T3 
 ------------------------------(%)------------------------------- 
Motilitas 1,7 5,0 7,5 5,0 
Hidup 34,90 44,42 44,37 40,17 
Abnormalitas 23,93c 20,67 b  8,75a 22,27 c 
Angka yang diikuti huruf superskip berbeda pada baris yang sama menunjukan perbedaan yang 
nyata; T0 tanpa prefreezing; T1 lama waktu pre freezing 5’’; T2 lama waktu prefreezing 9’’ dan T3 
lama waktu pre freezing 13’’. 
 
Sumardani et al. (2008), menyatakan kecenderungan penurunan persentase 
motilitas dapat disebabkan oleh aktivitas spermatozoa, akibatnya substrat energi 
di dalam plasma semen cepat habis dan terdapat akumulasi asam laktat sebagai 
sisa metabolism dengan konsentrasi lebih tinggi yang bersifat toksik pada 
spermatozoa. Kesalahan yang sering dilakukan oleh pemeriksa pada saat 
melakukan PTM (post thawing motility) adalah suhu atau lama waktu thawing 
yang kurang sehingga sperma masih dalam keadaan beku. PTM dapat dipengaruhi 
oleh ketersediaan N2 cair (Selk et al., 2002; Said et al., 2004), maupun suhu 
(equilibrasi) selama proses pembuatan semen (Footer et al., 2002; Afiati et al., 
2004). Standar Operasional Pelayanan BIB Ungaran (2011) menerapkan semen 
beku yang akan dicairkan kembali (thawing) dilakukan dengan cara memasukan 






Pengaruh perlakuan terhadap persentase hidup spermatozoa sapi Jawa 
  
Hasil analisis statistik menunjukan bahwa perbedaan lama waktu 
prefreezing tidak berbeda nyata (P>0,05) terhadap persentase hidup spermatozoa. 
Hasil uji lanjut menunjukan bahwa lama waktu prefreezing 5 menit menghasilkan 
persentase hidup yang lebih tinggi dibanding tanpa prefreezing, 9 menit waktu 
prefreezing dan 13 menit waktu prefreezing. Hal tersebut diduga waktu lama 5 
menit adalah waktu yang tepat untuk sperma beradaptasi denga suhu yang lebih 
rendah dari sebelumnya sehingga tidak terjadi cold shock.  
Perlakuan tidak terdapat perbedaan yang nyata pada kualitas spermatozoa 
pada lama waktu prefreezing yang berbeda disebabkan oleh selisih waktu yang 
kecil antar perlakuan prefreezing sehingga tidak berpengaruh pada kualitas 
sperma. Walaupun terjadi penurunan untuk kualitas semen, tetapi beberapa 
perlakuan masih dalam batas normal, yaitu > 40%; sehingga masih layak untuk 
diinseminasikanpada induk betina (Kaiin et al., 2004). Perlakuan yang angkanya 
masih < 40% adalah perlakuan tanpa prefreezing.. Penelitian yang dilakukan oleh 
Salamon (1971), bahwa dengan menjatuhkan straw berisi semen langsung ke 
nitrogen cair akan mengakibatkan daya hidup spermatozoa yang rendah, atau 
semua spermatozoa mati. Hal ini diduga bahwa nitrogen cair bukan merupakan 
media yang baik untuk proses pembekuan langsung.  
 
Pengaruh perlakuan terhadap persentase abnormalitas spermatozoa sapi 
Jawa 
 
Hasil analisis statistik menunjukan bahwa perbedaan lama waktu 
prefreezing berpengaruh nyata (P<0,01) terhadap persentase abnormalitas 
spermatozoa. Hasil pengujian lebih lanjut ditunjukan pada Tabel 2 bahwa lama 
waktu prefreezing 9 menit menghasilkan persentase abnormalitas yang lebih 
rendah yaitu rata-rata 8,8% (berkisar 6,4-11,7%) dibanding tanpa prefreezing rata-
rata 23,9 (berkisar 23-25,2%); 5 menit waktu prefreezing rata-rata 20,7 (19-
21,4%); dan 13 menit waktu prefreezing rata-rata 22,3% (21,2-23,3%). 
Pengamatan yang dilakuakan oleh Balkis (2002) semen beku yang diperiksa 
kualitasnya produsi dari BIB Lembang mempunyai abnormalitas post thawing 
adalah 28,5% dan BIB Singosari sebesar 15,95%. 
Pengamatan lebih lanjut dengan melihat keabnormalan sperma tersebut 
pada masing masing perlakuan dan ulangan, dari 100% abnormalitas terdapat 
22,45% kepala tanpa ekor; 32,25% ekor tanpa kepala; 45,10% sperma dengan 
ekor pendek dan 0,2 sperma kepala dua dan kepala kecil. Persentase 
keabnormalan tertinggi terdapat pada sperma dengan ekor pendek, hal ini akan 
mempengaruhi progressive motility sperma. Keabnormalan sperma dapat 
dibedakan menjadi primer dan sekunder. Bentuk abnormal primer berasal dari 
gangguan pada testes. Bentuk abnormal sekunder biasanya berasal dari kesalahan 
perlakuan setelah semen meninggalkan testes: misalnya terdapat goncangan yang 
keras dalam proses penampungan, terkena panas dengan temperature tinggi, 
penggesekan yang tidak berhati-hati ketika membuat preparat (Partodihardjo, 
1992). Toelihere (1993) menambahkan bahwa abnormalitas primer meliputi 
kepala yang terlampau besar (macrocephalic), kepala yang terlampau kecil 
(microcephalic), kepala pendek melebar dan pipih memanjang. Abnormalitas 
sekunder termasuk ekor yang terputus, kepala tanpa ekor, bagian tengah yang 
melipat. Setiap sperma abnormal tidak dapat membuahi ovum, tanpa memandang 
keabnormalannya. Selama abnormalitas sperma belum mencapai 20% dari contoh 
semen yang diuji keabnormalannya, maka semen tersebut masih bisa digunakan 
untuk inseminasi.  
 
KESIMPULAN DAN SARAN 
 
Disimpulkan bahwa lama waktu prefreezing tidak berpengaruh pada 
kualitas semen meliputi motilitas dan persentase hidup, tetapi berpengaruh nyata 
terhadap persentase abnormalitas. Untuk menghasilkan semen beku yang 
kualitasnya bagus sebaiknya menggunkan lama waktu prefreezing 5-9 menit 
karena persentase motititas dan hidup lebih baik serta persentase abnormalitas 
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